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摘要 : 随 着 全 球 变 暖 和 能 源 危 机 日 益 加 剧 , 生物 丁 酵 因 能 用 作 清 洁 能 源 和 重要 化 学 品 而 备 受 
关注 。 大 肠 杆 菌 (Escherichia coli) 由 于 具有 优良 的 遗传 操作 性 能 成 为 丁 醇 生产 的 底盘 菌 ， 
但 丁 醇 对 细胞 的 毒害 作用 已 成 为 提高 工程 菌 丁 醇 产 量 的 瓶颈 ， 因 而 增强 忆 . coli TRA CH 
是 提高 工程 菌 丁 酵 产 量 的 必要 前 提 。 为 此 ， 需 要 详细 了 解 coli 丁 醇 耐 受 机 制 。 丁 醇 可 破 
ee es WEL RFE FORA, MP SHAR, BESMMAUH 43€ 
BEA m, 通过 转录 与 翻译 调节 应 答 丁 酵 胁迫 。 从 上 述 几 个 方面 综述 了 瓦 coli ] ERS xU 
制 , 并 总 结 了 运用 基因 工程 理性 设计 获得 丁 醇 耐 受 菌株 的 研究 进展 。 然 而 目前 丁 醇 耐 受 机 制 
尚未 完全 揭示 , 限制 了 理性 设计 策略 的 应 用 , 因此 文中 也 概括 了 运用 定向 进化 获得 耐 受 丁 醇 
菌株 并 解析 丁 醇 耐 受 功 能 基因 的 反 向 代谢 工程 策略 在 此 方面 的 研究 进展 。 同 时 也 关注 和 评述 
了 最 新 的 组 合 策 略 、 化 学 修饰 方法 提高 E coli 丁 醇 耐 受 性 的 研究 。 最 后 总 结 和 展望 了 提高 
底盘 菌株 已 coli 丁 酵 耐 受 性 的 关键 策略 。 
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Abstract: Biobutanol has been attracting much attention as a clean fuel and chemical due to that 
the use of fossil fuels lead to aggravation of global warming and energy crisis. Escherichia coli is 
an ideal candidate for butanol production because it is easy to manipulate genetically. Butanol 
toxicity has been a bottleneck for industrial-scale biobutanol production, so the improvement in 
butanol tolerance is essential for high titer butanol production. Butanol destroyed the barrier and 
transport functions of cell membrane, and cell produces physiological response, which is similar 
to that of heat shock, osmotic stress, etc. Cell regulates transcription and translation to resist 
butanol stress. In the light of the above points, the butanol tolerance mechanism of E. coli and 
recent advances in development of butanol-tolerant strains by rational design strategy are 


summarized in this review. Nevertheless, the mechanism has not been yet fully elucidated, which 
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limits the use of rational design strategy. There is also concern about the application of inverse 
metabolic engineering in this area, which means that the butanol-tolerant strains are obtained 
through directed evolution and the functional genes are further revealed. In addition, the authors 
review the progress on application of the latest strategies for improving butanol tolerance, such as 
combined strategy, chemical modification, and propose the potential key points for enhancing 


butanol tolerance of E. coli. 
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JTE (CHOH) 具有 能 量 密度 高 、 挥 发 性 和 吸湿 性 低 、 腐 蚀 性 小 等 优点 串 ， 
易于 与 汽油 混合 、 是 洪 在 的 新 一 代 生 物 燃 料 户 。 丁 醇 在 塑料 、 印 刷 等 工业 中 也 有 
广泛 的 应 用 B， 生 物 法 生产 的 丁 醇 还 可 用 于 食品 、 化 妆 品 和 制药 等 行业 。 天 然 产 
丁 醇 的 梭 菌 属 通过 丙酮 -本 醇 -乙醇 CAcetone-Butanol-Ethanol, ABE) 途径 发 酵 生 
产 丁 醇 ， 目 前 产量 为 15 一 18.9g&/ 工 中 53。 随 着 代谢 工程 、 合 成 生物 学 的 发 展 ， 在 酿 
WEBER. FLARE. KAIA (Escherichia coli) 等 菌 中 也 构建 了 丁 醇 代谢 途径 ， 
在 重组 酿酒 酵母 和 乳酸 菌 中 丁 醇 最 高 产量 达到 130 士 20mg/ 工 和 300mg/ L P), E. 
coli 遗传 背景 清晰 、 生 长 速率 高 、 便 于 高 细胞 密度 培养 和 遗传 操作 ， 是 生物 加 工 
TAHRA R. Shen 等 外 在 其 体内 构建 了 丁 醇 合成 途 征 ， 菌 株 优化 后 丁 
醇 产量 达到 15g L. 知 发 酵 过 程 中 不 断 去 除 丁 醇 则 产物 达到 30g/ L ; 对 代谢 途径 
进行 优化 能 使 重组 菌 丁 醇 产量 达到 18.3 -~ 20g/ L 9-101, poe gr 3e B] E. coli 是 有 
潜力 的 丁 醇 生产 菌株 ， 但 是 丁 醇 对 细胞 的 毒性 限制 了 其 高 浓度 丁 醇 的 生产 。 

丁 醇 对 细菌 的 毒性 导致 生物 丁 醇 产量 一 般 不 超过 20g/ LUU, 已 成 为 生物 法 生 
产 丁 醇 的 瓶 开 , 较 低 的 产物 浓度 会 导致 丁 醇 生产 过 程 能 耗 较 高 ,消耗 水 量 增多 并 
产生 大 量 的 废 柄 液 。 尽 管 在 发 酵 过 程 中 用 原 位 回收 (in situ recovery) 不 断 的 分 
离 丁 醇 能 减少 丁 醇 对 细菌 的 毒害 而 提高 生产 效率 , AE des ] BR Se a PR rr CT 
醇 生产 仍然 十 分 重要 0 。 在 1% (v/v) TEF E. coli 的 生长 就 完全 被 抑制 [29， 
此 提高 其 丁 醇 耐 受 性 是 提高 已 coli 生物 丁 醇 生产 效率 的 关键 。 目 前 , 通过 基因 工 
程 和 定向 进化 等 手段 定 回 改造 和 筛选 耐 受 丁 醇 的 已 coli 菌株 。 


1 基因 工程 策略 获得 丁 醇 耐 受 菌株 


细菌 在 丁 醇 胁迫 下 生理 生化 特性 会 发 生 改 变 : 细胞 膜 功能 和 细胞 离子 转运 功 
能 受 损 ， 细 胞 启动 热 激 重 白 等 胁迫 应 答 基 因 表 达 ， 改 变 胞 内 的 转录 和 翻译 调节 。 
可 根据 这 些 应 答 反 应 经 理性 设计 和 遗传 操作 改变 靶 基 因 的 表达 水 平 或 表达 外 源 
相关 基因 改变 相应 的 生理 特性 从 而 提高 其 丁 醇 耐 受 性 0 K 1)。 

丁 醇 能 降低 细菌 细胞 膜 的 表面 张力 使 流动 性 增加 ， 破 坏 细胞 膜 的 完整 性 0 


损害 细胞 膜 作为 细胞 屏障 的 功能 ， 导 致 ATP 泄露 和 pH 梯度 破坏 ,扰乱 细胞 膜 的 
物质 转运 和 能 量 传递 过 程 ， 抑 制 细 胞 生长 ， 导 致 细胞 死亡 。 可 通过 改变 膜 的 生理 
特性 或 转运 系统 特性 来 抵御 丁 醇 胁迫 。 增 加 外 膜 脂 多 糖 含量 会 使 细胞 表面 疏水 性 
降低 ， 阻 碍 有 毒 疏 水 化 合 物 进入 胞 质 ， 脂 多 糖 成 分 增加 的 工程 菌株 丁 醇 耐 受 性 增 
加 05。 过 表达 生物 素 合 成 关键 酶 基因 biod 能 增加 脂肪 酸 的 生物 合成 ， 工 程 菌 丁 
醇 耐 受 性 提高 30% 土 4%; 过 表达 脂肪 酸 合成 途径 基因 cfar fabD 也 能 增加 脂肪 
酸 含量 从 而 显著 提高 菌株 丁 醇 耐 受 性 0419。 在 已 coli 中 表达 铜绿 假 单 胞 菌 
(Pseudomonas aeruginosa) 体内 的 能 催化 顺 式 不 饱和 脂肪 酸 形成 反 式 不 饱和 脂 
肪 酸 的 顺 反 式 异 构 酶 基因 cti， 能 显著 降低 细胞 膜 流动 性 ， 从 而 提高 细胞 膜 的 极 
性 和 刚性 ,该 工程 菌 在 0.6%(vwv) 丁 醇 胁迫 下 的 生长 速 紊 比 对 照 阔 株 提高 16%07。 
定位 于 细胞 质 膜 上 的 转运 蛋白 RND 外 排 泵 (resistance-nodulation-division efflux 
pump) AEM HHA A Se He VOR Hb, E. coli 天 然 的 外 排 泵 系统 不 能 结合 
醇 使 之 排出 胞 外 ， 运 用 定 癌 进化 策略 来 改变 外 排 泵 AcrB 的 底 物 特异 性 ， 算 选 到 
的 菌株 AcrBv2 在 含 0.7% Cviv) 丁 醇 的 培养 基 中 生长 时 ， 其 细胞 生长 速率 与 对 
照 菌 相 比 提高 了 37%08; 但 AcrB 的 过 量 表 达 会 抑制 细胞 的 生长 ， 和 葡萄 糖 酸 代谢 
操纵 子 的 启动 子 Pgntk 能 够 特异 性 地 感应 细胞 膜 胁迫 来 自动 调节 基因 表达 量 , 构 
建 Pgntk-acrBv2 负 反 馈 调节 系统 的 菌株 在 含 0.7% Cv/v) 丁 醇 的 培养 基 中 最 大 细 
胞 密度 由 0.5 提高 到 0.7091。 在 E.coli 体内 表达 恶臭 假 单 胞 菌 (Pseudomonas putida) 
的 流 泵 蛋白 操纵 子 基因 srp4BC 能 使 菌株 在 0.5% — 1%(Cvv) 丁 醇 中 生长 提高 20% 
— 35%, AAAS R A SrpB 的 基因 也 能 增加 菌株 丁 醇 耐 受 性 ， 可 能 是 由 于 跨 
REA SrpB 在 丁 醇 胁 迫 下 有 助 于 稳定 细胞 膜 而 非 外 排 丁 醇 09。 

铁 离子 在 细胞 氧化 还 原 反 应 、 呼 吸 作 用 和 DNA. 前 体 的 合成 中 起 着 重要 的 作 
用 P0. 过 表达 铁 离子 转运 蛋白 基因 feod 能 够 增加 Fe2 摄 入 从 而 使 菌株 在 190 v/v 
丁 醇 条 件 下 的 耐 受 性 提高 21%19; 过 表达 铁 摄取 系统 中 肠 菌 素 的 合成 基因 entC 
也 能 使 菌株 丁 醇 耐 受 性 提高 10% 士 1%09。 

对 E. coli 在 丁 醇 胁 迫 下 的 和 蛋白 组 和 转录 组 进行 分 析 ， 结 果 表 明 瓦 coli 应 答 
丁 醇 胁迫 和 应 答 渗透 、 氧 化 、 热 激 、 干 扰 呼吸 等 胁迫 时 的 基因 表达 和 生理 响应 类 
似 , 细胞 通过 启动 胁迫 应 答 基 因 表 达 产 生 相 应 的 生理 生化 变化 来 提高 丁 醇 耐 受 能 
JJe WEH Cheat shock proteins; HSPs)， 是 微生物 应 激 系 统 的 主要 成 员 ， 在 和 蛋 
白质 折 营 、 运 输 以 及 修复 受 损 或 错误 折合 的 蛋白 质 方面 起 着 至 关 重 要 的 作用 ,可 
修复 胁迫 下 变性 的 蛋白 以 维持 其 天 然 构 象 ,在 E. coli 中 过 表达 丙酮 丁 醇 梭 菌 和 其 
自身 的 热 激 蛋白 groESL 操纵 子 基 因 均 能 提高 菌株 的 丁 醇 耐 受 性 Rt- 六 ,GroESL 与 
SEA CIpB.DnaK 系统 在 E. coli 应 激 反应 中 能 够 协同 修复 受 损 或 错误 折 和 县 的 
蛋白质: ClpB 能 特异 性 地 将 和 蛋白质 解 聚 成 多 肽 ，GroESL 和 DnaK EJI AER 


的 多 肽 ，DnaK FH DnaK 伴侣 及 辅助 伴侣 DnaJ 和 GrpE 组 成 。 这 些 协 同 作 用 的 热 
激 和 蛋白 关键 基因 gpP «groESL Fil clpB 1E E. co 中 同时 过 表达 能 使 菌株 在 1%(wv) 
丁 醇 条 件 下 培养 时 形成 的 菌落 数 提高 为 野生 型 菌株 的 3.9 倍 P]。 丁 醇 胁 迫 时 菌 体 
内 的 活性 氧 艇 (reactive oxygen species; ROS) 大 量 增加 ， 四 氧化 碳 被 激活 成 为 小 
的 、 可 扩散 的 自由 基 B， 自 由 基 增 多 会 损伤 胞 内 大 分 子 ， 也 可 过 氧化 脂 质 从 而 直 
接 攻击 细胞 膜 。 金 属 硫 和 蛋白 Cmetallothioneins; MTs) 是 一 种 有 益 的 抗 氧化 剂 酶 ， 
作为 一 种 防御 系统 能 清除 ROS 以 对 抗 氧 化 应 激 反应 , 将 罗 非 鱼 金属 硫 和 蛋白 (TMT ) 
基因 和 具有 渗透 调节 功能 的 膜 蛋 白 OmpC 基因 融合 成 OmpC-TMT， 过 表达 该 融 
合 基因 能 使 宿主 菌 丁 醇 耐 受 性 提高 到 1.5% Cv/v) PSI, 

丁 醇 胁迫 改变 胞 内 的 转录 和 翻译 调节 , 影响 胞 内 碳 代谢 、 能 量 代谢 、 膜 修饰 、 
转运 和 离子 代谢 等 功能 。 运 用 进化 策略 获得 丁 醇 耐 受 菌 ， 转 录 组 和 基因 功能 研究 
表明 丁 醇 胁迫 下 其 转录 调节 因子 Fur 活性 下 降 , 导致 转录 调节 和 蛋白 BasS/BasR 的 
表达 量 增 加 ， 调 节 脂 多 糖 修饰 基因 表达 增多 ， 菌 株 丁 醇 耐 受 性 增强 5。 本 实验 室 


的 研究 结果 表明 转录 调节 因子 Rob 缺失 或 突变 的 已 coli 菌株 能 提高 其 丁 醇 耐 受 
E CARER). E. coli 有 304 个 转录 调节 因子 ， 目 前 鉴定 出 能 调节 菌株 丁 醇 耐 
受 的 转录 调节 因子 有 限 , 其 调控 的 丁 醇 胁迫 应 答 机 制 尚未 解析 ,限制 了 理性 设计 
FE tre tea bal ] BP STE; TY DF o 
表 1 基因 工程 策略 提高 已 coli 丁 醇 耐 受 性 
Table 1 Improved butanol tolerance of E. coli by genetic engineering 
机 制 方法 工程 菌株 丁 醇 耐 受 性 文献 

改变 膜 的 “过 表达 顺 反 异 构 酶 基因 cti 0.6% (viv) 丁 醇 条 件 下 的 生长 速率 比 对 照 菌 高 16% [17] 
生理 特性 ”外 排 泵 基因 acrB 的 定向 进化 0.7% Cvlv) 丁 醇 条 件 下 的 生长 速率 比 对 照 菌 高 25% [18] 

或 转运 系 ”构建 Pgntk-acrBv2 负 反 馈 调节 系统 0.7% (viv) 丁 醇 条 件 下 的 最 大 细胞 密度 是 对 照 菌 的 1.4 倍 [19] 


统 的 特性 。 同时 过 表达 脂肪 酸 合成 基因 、 铁 转运 相 。 1/1.5/2% (viv) 丁 醇 条 件 下 的 生长 比 对 照 菌 分 别提 高 了 [16] 


关 和 蛋白 基因 feod 以 及 流 泵 基因 srpABC ”4/5/9 fii 


启动 胁迫 ”过 表达 E. coli 菌株 的 热 激 蛋白 基因 0.75%(v/v) 丁 醇 /1.25% (v/v) 2- 丁 醇 /20%(v/v) 丁 三 醇 条 件 下 [22] 


类 似 生理 groESL 的 细胞 活力 比 对 照 菌株 分 别 增加 2.8/3/4 倍 


应 答 过 表达 丙酮 丁 醇 梭 菌 的 groESL 基因 0.8%/1% (vv) 丁 醇 条 件 下 生长 比 对 照 菌 分 别 高 27%/9%; [21] 


相对 耐 受 性 (RT%)D 比 对 照 菌 分 别提 高 了 58%/56% 


同时 过 表达 erpE/groESL/clpB 基因 1% (viv) 丁 醇 条 件 下 的 CFU 数 为 野生 型 菌株 的 3.9 倍 [23] 
过 表达 罗 非 鱼 的 金属 硫 蛋 白 TMT 清除 活 “ 丁 醇 耐 受 性 提高 至 1.5% (v/v) [25] 
调节 胞 内 ”下 调转 录 调 节 因子 Fur 丁 醇 耐 受 性 提高 [14] 


转录 


1): RT%=|1- Tolerance clone @ stressful condition x100 : 


Tolerance reference strain @ stressful condition 


A600 % challenge, t-A600° 

= ge, t“600 % challenge, t0 

其 中 Tolerance%= 一 一 x100 
A600 no challenge, t-A600 no challenge, t0 


2 定向 进化 策略 筛选 丁 醇 耐 受 菌株 


丁 醇 胁迫 时 , 细菌 改变 多 基因 表达 水 平和 多 种 生理 生化 指标 以 抵御 丁 醇 毒害 
EHI. E. coli 耐 受 丁 醇 的 功能 基因 尚未 完全 揭示 ， 可 通过 定向 进化 策略 旬 选 丁 醇 
耐 受 菌株 〈 表 2)。 通 过 诱 变 、 基 因 组 改组 、 适 应 性 进化 等 可 在 基因 组 水 平实 现 
随机 突变 ,通过 表 型 筛选 获得 丁 醇 耐 受 菌 株 。 经 适应 性 进化 和 质子 束 照 射 科 选 得 
到 的 突变 株 在 0.9% (wv) 丁 醇 胁迫 下 细胞 密度 是 对 照 菌 的 2.6 倍 ， 该 菌 编码 膜 
SAY yqjA 和 yabl 基因 及 转录 调节 因子 rob 基因 的 顺 式 调控 元 件 突 变 ， 导 致 这 
些 基因 的 转录 水 平 上 调 从 而 使 菌株 耐 受 丁 醇 趾 。 构 建 E.coli 的 基因 组 文库 ， 从 中 
ffi cf 9 株 丁 醇 耐 受 菌 ,， 这些 突变 株 细胞 膜 上 的 环 丙 烷 脂 肪 酸 含量 减少 、 不 饱 
和 脂肪 酸 的 含量 升 高 , 细胞 膜 硬度 增加 R261。 用 实时 可 视 的 适应 性 进化 (Visualizing 
evolution in real time) 和 DNA 改组 技术 筛选 丁 醇 耐 受 菌 , 最 佳 突变 株 在 2% (v/v) 
丁 醇 中 存活 率 增 加 了 10— 100 倍 , 对 其 进行 基因 组 测序 和 转录 组 分 析 , 结果 显示 
菌株 细胞 壁 和 细胞 膜 合 成 、 铁 离子 转运 和 代谢 相关 基因 的 表达 均 有 显著 变化 上。 
本 实验 室 用 易 错 PCR 基因 组 改组 技术 筛选 得 到 两 株 能 耐 受 2% (wv) TER E. 
coli 突变 株 P1。 适 应 性 进化 能 够 使 微生物 在 外 源 胁迫 下 沿 着 所 需 方 铝 进化 ,但 周 
期 较 长 RI。 基因组 改组 和 诱 变 育种 则 可 极 大 地 加 快 进化 速度 , 提高 微生物 的 变异 

通过 转录 工程 可 引入 全 局 转录 扰动 来 获得 多 尺度 细胞 表 型 突变 库 , 定向 筛选 
丁 醇 耐 受 菌株 。RNA 聚合 酶 由 a、B、B?、w、o 亚 基 组 成 ， 其 中 oc 因 子 能 够 特异 性 
地 识别 基因 启动 子 的 -35 区 和 -10 区 ， 并 激活 转录 过 程 的 起 始 。E. coli 的 oc 因子 调 
控 1000 多 个 基因 的 转录 , 它 的 突变 能 够 在 全 局 范围 内 影响 受 控 基因 的 转录 水 平 。 
E. coli 的 rpoD 基因 编码 RNA 聚合 酶 的 o7 亚 基 , 对 rpoD 基因 进行 两 轮 随机 诱 变 
构建 rpoD 突变 文库 ， 筛 选 得 到 的 突变 株 BS 可 耐 受 2% (vv) AY TBE; rpoA 
基因 编码 的 RNA 聚合 酶 a 亚 基 可 与 转录 因子 互 作 、 参 与 启动 子 的 识别 ， 运 用 易 

5 PCR 构建 rpo4 突变 库 ， 在 0.9% (v/v) 丁 醇 胁迫 下 旬 选 到 的 菌株 在 含 0.75% 
和 0.9% Cv/v) 丁 醇 的 培养 基 中 细胞 密度 约 为 野生 型 菌株 的 2 Ee Lee SBIH 
建 了 由 锌 指 DNA 结合 蛋白 和 cAMP 受 体 蛋白 CCRP) 融合 的 人 工 转录 因子 文库 ， 
在 丁 醇 培 养 基 中 定向 筛选 出 的 耐 受 菌株 BT 能 够 耐 受 1.5% Cv/v) 的 丁 醇 。 构 建 
外 源 转录 因子 irrE 基因 的 随机 突变 文库 ， 在 0.75% (viv) JERE P $8326 8] 8] 
突变 株 在 0.125% - 0.875% (v/v) 丁 醇 条 件 下 的 ODeo 为 野生 型 菌株 的 2- 6 倍 ， 


2.1% (vv) 丁 醇 休克 实验 表明 其 存活 率 是 野生 型 的 100 倍 B1。 

通过 基因 组 工程 、 转 录 工 程 等 策略 构建 具备 遗传 多 样 性 的 突变 文库 ， 定 向 得 
选 具有 丁 醇 耐 受 表 型 的 突变 株 ， 确 定 决 定 该 表 型 的 基因 ， 揭 示 突 变 株 菌株 丁 醇 耐 
受 机 制 ， 进 一 步 理 性 设计 丁 醇 耐 受 基因 在 生物 体 中 的 表达 B39， 实现 “ 表 型 -基因 
型 - 表 型 ”的 反 向 代谢 工程 在 E. coli 耐 受 丁 醇 机 制 研究 和 菌株 筛选 中 的 应 用 。 


3 组 合 策略 获得 丁 醇 耐 受 菌株 


通过 转录 工程 筛选 得 到 的 菌株 BT 能 耐 受 1.5% (wv) 丁 醇 BU， 转录 组 分 析 
结果 显示 突变 株 胞 内 膜 蛋 白 和 代谢 相关 和 蛋白 基因 上 调 , 未 检测 出 脂肪 酸 合成 相关 
基因 的 表达 变化 。 以 其 为 出 发 菌 运用 组 合 策略 同时 过 表达 脂肪 酸 合成 基因 以 及 铁 
离子 转运 蛋白 合成 基因 feod, MR E H srpABC, 获得 的 菌株 能 耐 受 2% Cv/v 2 
f] T REUS ( 表 2)。 运 用 组 合 策略 可 以 富 集 E. coli 耐 受 丁 醇 的 有 益 性 状 ， 进 一 步 
提高 菌株 丁 醇 耐 受 性 。 


4 化 学 修饰 策略 提高 菌株 丁 醇 耐 受 性 


丁 醇 导致 微生物 膜 流动 性 增强 是 限制 其 丁 醇 耐 受 性 提高 的 原因 之 一 , 将 一 种 
插 膜 分 子 COE1-5C (AI RATES OSE BAE) EE ES HP 
能 够 降低 磷脂 的 扩散 率 ， 同 时 增加 菌株 比 生 长 速率 ， 其 在 3.5% (v/v) 丁 醇 条 件 
下 的 比 生长 率 为 对 照 菌株 的 3 倍 。 丁 醇 胁迫 时 COE1-5C 的 x -RIS d E BEBE 
当 甘 油 磷 脂 酰 基 链 的 下 水 剂 、 对 抗 膜 的 流体 化 ， 增 强 脂 双 层 完 整 性 ， 并 且 还 能 减 
轻 细 胞 的 去 极 化 现象 。 通 过 化 学 修饰 提高 微生物 的 丁 醇 耐 受 性 是 遗传 修饰 抗 逆 菌 
株 的 补充 1。 


表 2 定向 进化 、 组 合 策略 或 化 学 修饰 提高 丁 醇 耐 受 性 


Table 2 Improved butanol tolerance of E. coli by directed evolution, combinatorial strategy or chemical 


modification approach 


策略 方法 丁 醇 耐 受 性 文献 
基因 组 工程 适应 性 进化 和 质子 照射 0.9% Cv/v) 丁 醇 条 件 下 细胞 的 最 大 ODeoo 从 1.5 提高 [7] 
到 4 
构建 基因 组 DNA 文库 最 大 生长 速率 比 对 照 菌株 增加 超过 100%; 0.9%F — [26] 


1.1% (viv) 丁 醇 条 件 下 最 大 ODeo 分 别 增加 62% 和 


13% 


适应 性 进化 获得 的 菌株 可 耐 受 13g/L 的 丁 醇 [34] 
适应 性 进化 全 基因 组 测序 和 功能 鉴定 发 现 acrA, gatY, tnaA, yhbJ — [35] 


All marCRAB 的 突变 对 耐 受 性 的 提高 具有 显著 的 作用 ， 
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同时 缺失 这 五 个 基因 获得 的 突变 株 在 6g/L 丁 醇 下 的 


生长 高 于 对 照 菌株 


适应 性 培养 除 可 耐 受 辛 酸 外 ， 还 可 耐 受 丁 醇和 异 丁 醇 ， 在 0.6% [36] 


(vv) 丁 醇 条 件 下 的 比 生长 速率 比 对 照 菌 高 15% 


实时 可 视 性 进化 和 基因 组 改组 技术 2% (viv) 丁 醇 存在 下 存活 率 增加 10 一 100 fii 15] 
转录 工程 构建 RNA 聚合 酶 c 亚 基 突 变 文库 突变 株 B8 可 耐 受 2% (v/v) 的 丁 醇 28] 
构建 RNA 聚合 酶 的 a 亚 基 突变 文库 0.75% 和 0.9% Cv/v) 丁 醇 条 件 下 的 耐 受 性 约 为 野生 型 ” [29] 


菌株 2 倍 


构建 人 工 转录 因子 (ATFs) 文库 筛选 到 的 菌株 BT 能 够 耐 受 1.5% (wv) 的 丁 醇 30] 


构建 cAMP-CRP 复合 物 ， 用 ePCR 和 ”筛选 到 的 菌株 能 耐 受 1.5% (v/v) 的 丁 醇 , 旦 具有 热 抵 [7 


DNA 改组 技术 获得 突变 文库 抗力 的 增加 
构建 外 源 转录 因子 irrE 基因 的 随机 突 ”对 丁 醇 耐 受 性 提高 了 10 一 100 倍 31] 
变 文库 

组 合 策略 构建 人 工 转录 因子 文库 (ATFs) 并 过 ” 构建 ATFs 筛选 到 的 菌株 BT 能 耐 受 1.5% vv) 丁 醇 ; [16],[3 


表达 脂肪 酸 合成 基因 fabDx3 和 铁 转运 “过 表达 上 述 三 类 基因 后 在 1/1.5/2% (v/v) TEREF 0] 


相关 蛋白 基因 feoA 的 生长 提高 了 4/5/9 fi 
化 学 修饰 辐 定 插 膜 分 子 COE1-5C 3.5% (wv) 丁 醇 条 件 下 比 生 长 率 从 0.032 提高 到 [33] 
0.094h7 


5 总 结 与 展望 


E. coli 作为 细胞 工厂 可 在 其 体内 构建 丁 醇 代谢 途径 , 优化 的 工程 菌株 丁 醇 产 
量 能 与 天 然 产 丁 醇 菌株 相 媲 美 ， 达 到 20g/L ( 约 2.47% (v/v))。 但 是 丁 醇 对 细菌 
具有 毒性 ， 使 生物 丁 醇 的 产量 被 限制 在 209/L, BT WIR HRM, filed S VR 
度 丁 醇 的 突变 菌 是 获得 高 产 菌 株 的 前 提 。 通 过 定向 进化 或 组 合 策略 等 手段 目前 已 
经 获得 了 可 耐 受 2% (viv) TREN E. coli 菌株 。 由 于 细菌 耐 受 丁 醇 是 多 基因 响应 
的 复杂 调节 机 制 ， 目 前 尚未 完全 揭示 ， 限 制 了 突变 株 丁 醇 耐 受 性 的 进一步 提高 。 
解析 细菌 在 转录 及 翻译 水 平 的 丁 醇 耐 受 机 理 、 构 建 完整 的 丁 醇 胁迫 应 答 网 络 ; 通 
过 组 合 策略 整合 丁 醇 耐 受 基因 的 合 加 表达 效应 获得 高 丁 醇 耐 受 性 菌株 。 除 了 运用 
分 子 遗 传 学 方法 改造 菌株 外 , 通过 理化 方法 也 可 外 源 调节 发 酵 过 程 中 细胞 的 生理 
生化 功能 来 抵御 丁 醇 胁迫 ， 构 建 能 耐 受 较 高 浓度 丁 醇 的 菌株 。 
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